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摘 要: 研究了爱玉子果胶酯酶的优化提取方法, 并测定了不同条件下爱玉子果胶酯酶的活性及热稳定性。结
果表明: 爱玉子果胶酯酶抽提液中 NaCl的最佳浓度是 5% , 最佳抽提温度是 30 , 最佳抽提时间是 24 h, 最佳
保存时间 24 h; 酶活测定时作用液中 NaCl最适浓度范围为 0 6% ~ 1 0% , 作用液的最适 pH 为 7 0, 温度 30~
50 , 爱玉子果胶酯酶的热稳定性良好。
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Extracting condition and the activity admeasurement for pectinesterase in achenes
of Ficus awkeotsang Makino
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Abstract: A method of ex traction and assay fo r the pectinester ase w ere investig ated and proposed as follow s: the
best concentr ation of NaCl in ex tr act ing mix tr ur e is 5% , the best ex tr acting temperature is 30 , the best ex trac-
ting time is 24 hour s, the best conserv ating time is 24 hour s, t he best concentr ation of NaCl in m ixt ur e is 0 6% to
1 0% , and maintain the pH on 7 0 Betw een 30- 50 , the pect inester ase in achenes of F icus aw keotsang has a
good t hermal stability.
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侯县边尾村人工栽培的爱玉子瘦果 5 kg , 40 烘
至恒重, 装入广口瓶存于 4 冰箱。使用试剂: 溴
百里香酚蓝 ( BT B指示剂)、3, 5- 二硝基水杨酸
( DNS试剂)、氢氧化钠、氯化钠、盐酸、柠檬酸、
磷酸氢二钠 (以上所用试剂均购自北京化学试剂公
司, AR)、果胶 ( Sigma公司产品, AR)、果胶解
聚酶 (上海试剂二厂, AR)。
1 2 果胶酯酶 ( PE) 活性测定原理与方法
爱玉子瘦果中的果胶酯酶用 NaCl溶液抽提,
过滤得到 PE 的粗酶液, 酶液与基质果胶液均预先
用 NaOH 溶液中和, 而将一定量的酶液加入充分
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过量的基质液中, 使基质果胶中的部分甲酯基
( - COOCH 3 )受 PE 的催化作用被分解成羧基 ( -
COOH) 和甲醇 ( CH 3OH) , 这些羧基在溶液中解
离产生氢离子 ( H + ) , 随着 PE 的作用, 作用液会
往酸性方向偏移。这时, 可随时滴加稀 NaOH 中
和所产生的 H
+
, 并保持作用液的 pH 于一定的范
围。由每分钟中和所需 NaOH 的量, 可计算出在
一级反应的时间范围内, 每分钟由 PE 作用所产生
的 H + 量, 也就是每分钟 PE 可促进多少甲酯基水
解
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N/ ( T V ) , 其中: X 0 01 mol L- 1 NaOH
消耗量 ( mL) , T 作用时间 ( min) , V 所取酶
液量 ( mL) , N 酶液稀释倍数。
酶活性的一级反应时间范围确定: 分别量取果
胶酶液 5 mL、0 1%果胶溶液 20 mL, 酶液和果胶
液都必须滴加适量的 BTB 指示剂, 并用 0 01
mol L
- 1
NaOH 溶液调节 pH 至中性 (呈青绿
色)。基质果胶液放置于水浴锅中保持在 30 , 倒
入酶液, 令其作用并不断滴加 0 01 mo l L - 1
NaOH , 保持 pH7 0~ 7 5 (用 pH 酸度计监控)。
滴定 30 min, 每 2 m in 读数 1次, 记录 NaOH 溶
液消耗量 ( V)。试验重复 3 次, 取平均值, 做出
30 min内 NaOH 溶液消耗量和时间的关系曲线图
(图 1)。结果表明: 0~ 10 min N aOH 溶液消耗的
体积与时间成线性关系 ( r= 0 9929 ) , 因此确定
其为爱玉子果胶酯酶活性测定的一级反应时间范
围。测定酶活性时取 10 min 为反应时间, 读取
NaOH 溶液消耗量。
图 1 NaOH 消耗量与滴定时间的关系
Fig 1 Correlation between consumption of NaOH and titra-
tion time
1 3 爱玉子果胶酯酶优化提取条件测定
1 3 1 爱玉子果胶酯酶酶液抽提条件对其活性测
定的影响 通过预试验确立果胶酯酶酶液的制备流
程, 即称取爱玉子样品, 按 1 20比例加入一定浓
度的 NaCl 溶液, 在一定温度水浴锅内搅拌 15
m in, 浸渍抽提一定时间, 抽滤后装入具塞试管
中, 于 5 冰箱内保存。取上述酶液 5 mL, 按 1 2
方法进行滴定, 并计算各温度下所抽提酶液的酶
















1.抽提温度与酶活性的关系 5 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 24 24
2.抽提时间与酶活性的关系 5 30 4, 8, 16, 24, 36, 48 24
3.抽提液 NaCl浓度与酶活性关系 3, 4, 5, 6, 7 30 24 24
4.酶液保存时间与酶活性关系 5 30 24 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96
1 3 2 作用液中 NaCl 的浓度与爱玉子果胶酯酶
活性的关系 按 1 3 1筛选的爱玉子果胶酯酶制备
优化方法制备酶液, 将不同体积的酶液与 0 1%果
胶液混合, 使作用液中 NaCl浓度分别为 0 1%、
0 2%、 0 3%、 0 4%、 0 5%、 0 6%、 0 8%、
1 0%、1 2%、1 5%, 然后进行滴定。酶活的计
算与绘图同 1 3 1。
1 3 3 爱玉子果胶酯酶作用最适合 pH 的研究
同上法制备爱玉子果胶酯酶酶液, 量取果胶酶液 5
mL 和果胶液 20 mL (以 25 mL 果胶液为对照组) ,
用 NaOH、HCl调节作用液 (对照组) 的 pH 值,
使 pH 分别为 5 0、5 5、6 0、6 5、7 0、7 5、
8 0, 然后进行滴定。酶活的计算与绘图同 1 3 1。
1 3 4 爱玉子果胶酯酶热稳定性研究 同上法制
备方法获得爱玉子果胶酯酶酶液, 分别于 30 、
40 、50 、60 、70 水浴锅内保存, 隔 30
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min、40 m in、70 min、80 min 后, 取酶液 5 mL




试验结果表明 (图 2) , 低于 30 , 随着抽提
温度的升高, 果胶酯酶的活性逐渐增强。在 30
条件下抽提的果胶酯酶的活性最高, 高于 30 ,
随着温度逐渐升高, 活性成直线关系下降。温度每




Fig 2 The correlation between PE activity and extractive
temperature
2 2 抽提时间与爱玉子果胶酯酶活性的关系
试验结果如图 3所示, 在抽提时间为 4~ 36 h
条件下, 随着时间的增加, 爱玉子果胶酯酶活性增
加, 这是由于酶液浸出量随时间增加而增加。在
24 h时已抽提 94 4%, 36 h 已完全浸出, 而 48 h
后, 酶活性降低为 90 9%。考虑到浸提 24 h 酶液
浸出量较高, 又可避免浸提时间过长所造成的试验
操作冗长和酶液变质, 因此将抽提时间定为 24 h。
图 3 抽提时间与爱玉子果胶酯酶活性的关系
Fig 3 The correlation between PE activity and extractive
time
2 3 抽提液中 NaCl 的浓度与爱玉子果胶酯酶活
性关系
试验结果如图 4所示, 抽提混合物中 N aCl浓
度为5% 时, 抽提的果胶酶活性最高, 抽提混合物




图 4 抽提液中 NaCl与果胶酯酶活性关系
Fig 4 The correlation between PE activity and extractive
time
2 4 果胶酯酶活性与酶液保存时间相关性的研究
试验结果如图 5 所示, 酶液保存 24 h 内活性
略微上升, 保存 24 h 的酶液活性最高; 超过 24 h
后, 随着保存时间的延长活性逐渐降低。
图 5 酶液保存时间与果胶酯酶活性关系
Fig 5 The correlation between PE activity and extractive
time
2 5 作用液中 NaCl 的浓度与爱玉子果胶酯酶活
性的关系
试验结果如图 6所示, 作用液中 NaCl浓度显
著影响爱玉子果胶酯酶活性表达。作用液中 NaCl
的浓度为 0 8%时, 果胶酯酶活性最高。作用液中
NaCl的适宜浓度范围为 0 6%~ 0 9%。
2 6 爱玉子果胶酯酶作用的最适 pH
试验结果如图 7所示, 爱玉子果胶酯酶的最适
反应 pH 为 7 0, 小于 7 0 时, 活性随着 pH 的降
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低而降低; pH 大于 7 0后, 随着 pH 增高, 活性
又逐渐降低。爱玉子果胶酯酶的活性表达受 pH 值
的影响, 反应适宜 pH 为 6 5~ 7 5。
图 6 作用液中 NaCl与果胶酯酶活性关系
Fig 6 The correlation between PE activity and extractive
time
图 7 作用液中 pH 与爱玉子果胶酯酶活性关系
Fig 7 The correlation between PE activity and extractive
time
2 7 爱玉子果胶酯酶热稳定性
由图 8可知, 爱玉子果胶酯酶在 30 时活性
最高, 而且最稳定; 随着温度升高, 酶活性逐渐降
低, 且稳定性降低; 在 60 环境中, 酶活性降幅






( 1) 爱玉子果胶酯酶液的抽提: 将爱玉瘦果与
5% 的 NaCl 溶液按 1 20 混合, 搅拌均匀, 于
30 的恒温水浴锅中放置 24 h, 后用抽滤漏斗抽
滤, 所得的果胶酯酶酶液存放到 5 冰箱内保存 24
h, 在 24~ 48 h 内测其活性。
图 8 不同温度下果胶酯酶的活性变化及热稳定性
Fig 8 The variation of PE activity and thermal stability un-
der different temperature
( 2) 爱玉子果胶酯酶活性的测定: 取一定量粗
酶液和 0 1%果胶基质液足量 (作用液中 NaCl的
浓度以 0 6% ~ 1 0%为宜) 混合, 以 BTB 为指示
剂, 用 NaOH 预先中和至中性 (青绿色)。在 30
条件下, 往 0 1% 果胶基质液中加入果胶酯酶酶
液, 并不断加入 0 01 mol L
- 1
NaOH 溶液以维持
作用液的 pH 为 7 0~ 7 5, 10 min 后读取 0 01
mol L - 1NaOH 溶液的消耗量, 计算出一级反应
中果胶酶的活性。
试验结果表明, 在 30~ 50 爱玉子果胶酯酶
的热稳定性较好, 果胶酯酶在 30 时活性最高,
而且最稳定。因此在爱玉冻制作过程中水温应控制
为 30~ 50 , 使爱玉子果胶酯酶的活性维持在较
高, 水平以提高爱玉冻的凝胶效率。
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